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1.は じめ に
 ペ クチ ン質は ウロン酸を主体 とし,種 々の中性糖
類を含む複雑な多糖類であ り,そ の構造の詳細は不




クチ ン質分解酵素の うち,ポ リガラクツロナ ンの還
元末端に作用 し,不 飽和のジガラクツロン酸を放 出
す る酵 素(Exopolygalacturonatelyase;Exo-PGL)
はErwinia carotovora subsp. carotovora W 2か ら菌
体 内酵 素 として調製 され るが12),著 者 らは この酵
素 をペ クチ ン酸を架橋 して調 製 した ゲル(Cross
Linked Pectic Acid;CLPA)を 用いたアフィニテ ィ
クロマ トグラフ ィーに よ り精製 した2)。 しか し,
CLPAは 調製に非常 に労力を要す るので,酵 素の
最終精製段階での使用には非常に有効であるが,粗
酵素 での大量処理にはかえって労力を要す。そこで,
後に畑 中らは,こ のCLPAに かわ るアフィニィテ
ィ坦体 として柑橘類の内果皮を架橋 した架橋細胞壁
(Cross Linked Cell Wal1;CLCW)の 調製法を検討
し,そ の無水 ガラクツロン酸量(ペ クチン酸量)を
調べた結果,cLCwが 非常に有効な陽イ オン交換
体であることを示 した3)OExo型 の代表的 なペ クチ
ン質分 解酵 素 であ るExopolygalacturonase(Exo-





について も架橋ペ クチ ン酸にかわ るCLCWの 有効
性を調べてお く必要がある。そ こで,今 回は柑橘類
の他 に,起 源の異なるCLCWを 調製 し, Exo・PGL
とExo-PGを 用 いて吸着性を試験 し,さ らに大量
の酵素をカラム処理す ることに よりペ クチナーゼの
精製の一手段 としての有効性について検討 したので
報告する。
II.実 験 方 法
1.CLCWの 調製
 温 州み かん,カ リフ ォル ニ アオ レンジ,グ レー プ
フル ー ツの内果皮,ふ す ま(小 麦 ふす ま,日 清製 粉
製)は 水 洗 して余分 な粉を水 洗除 去後乾 燥 した もの,
おか ら(み すず豆 腐製,乾 燥 おか ら)を 通常 の条件
下 で アル カ リケ ン化後,架 橋 し,架 橋細 胞壁 を調 製
した3)0各CLCWの 膨 潤 率,遊 離 の カル ボキ シル
基量(無 水 ガ ラクツ ロン酸量 またはペ クチ ン酸 量)
等 は畑 中 ら3)に したが って測 定 した。
2.酵 素 の調製
Exo-PGL:Erwinia carotovora subsp. carotovora W
2(IFO l3921)は 前報1・2)と 同組 成 の培 地31を,
450mlず つ31の 三 角 フラス コ6個 に入れ,あ らか
じめ 同培 地50mlで30℃,24時 間振 盈培 養(往 復 振
盈;120rpm/min)し た菌 液 を それ ぞ れ の フラス コ
に接種 し,48時 間往復振 盤培養 後,菌 体 を超音 波処
理 し,得 られ た酵素 液か ら0.3飽 和硫 安塩 析 物 を除
いた上 澄 みを粗酵素 液 と した。
Exo-PG:セ イ ヨ ウニ ンジ ン(Daucus cayota L.)2kg
を細 片 とし,同 量 の1M-NaClと と もに ミキサ ーで
粉 砕 し,防 腐 剤 として少 量の トルエ ンを加 えて4℃
で一夜酵 素 を抽 出 した。抽 出物 を ナイ ロンネ ッ トで





























それぞれ 2mlずつ (Exo・PG:O. 3 unit/ml， Exo-
PG: O. 2 unit/ml)小カラムに流し，続いて 4mlの
0.02M緩衝液で洗浄し，さらに Exo・PGLは0.2
MNaClを含む0.05Mトリス一塩酸緩衝液 (pH8.5，

















衝液 (pH8.5，5 OC)で溶出した。 Exo・PGはセイ
ヨウニンジン 2kgからの抽出酵素液を0.02M酢酸
緩衝液， pH 4で緩衝化した CLCWカラム(3 x 







































次に Fig.l-Bのおからの CLCWをみると pH5，6 
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Fig 1. Adsorption of Pectic Enzymes to A血nityColumn with Cross Linked Cell Walls. 
A: PGL-Grapefruit， B: PGL-Okara， C: PGL-Fusuma， 
D: PG-Grapefruit， E:PG・.Okara，F: PG-Fusuma. 
口:pH3，ム:pH4，・:pH 5， .: pH 6，圃:pH7. 










































Table 1. Some Properties of the CLCW s 
Property Grapefruit Orange Satsuma Okara Fusuma mandarin 
Yielda(%) 92.9 91. 0 88.0 90.8 95.4 
Moisture (%) 2.5 3.5 3.1 2.2 1.0 
Swelling volumeb (ml/ g) 9.0 8.5 7.7 7.9 7.9 
Free carboxylc(meq/g) 2.35 1. 98 1. 55 1.13 0.44 
Pectic acidc(%) 41. 4 34.8 27.3 19.8 7.8 
a Expressed as a percentage of the dried saponified AIS powders. 
b Measured by suspending 1.0 g of dried CLCW in water in a 20・mlmeasuring cylinder and by reading the bed 
volume after 6 hr incubation at room temperature. 
c The procedure used was essentially the same as that described by Hatanaka3l • To a dried CLCW (1.0 g)， 
previously treated with 0.6 N hydrochloric acid-70% ethanol and washed successively with ethanol， acetone， 
and ether， were added 99% ethanol (5 ml)， degassed deionized water (100 ml)， and sodium chloride (1 g)， 
and the mixture was titrated with O. 1 M sodium hydroxide solution in the usual way. A titer of 1 ml is 























unit/mg， x 10-1を前報の CLPA処理後の比活性











Table 2. Summary of Purification of Pectic Enzymes 
Step (Auncitiv/mity l) Tota(l macit)ivity S(1pIneuciranc g，ac×t1iv0itりy Pur(ifaocldat) ion Yield o(9f 6a) ctivity 
PGL 
Cell-free extract 1. 26 143.4 5.20 1.0 100.0 
(NH4)2SU4 [30% (w/v)] 0.84 83.3 10.51 2.0 58.1 
supernatant 
CLCWeluate 1. 20 60.7 225.13 43.3 42.3 
PG 
Cell-free extract 0.02 48.4 0.67 1.0 100.0 
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